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SAMENVATTING 
In dit proefschrift wordt een onderzoek beschreven dat werd verdcht 
naar de aard en het voorkomen van een tot dusver onbekende factor in 
het serum van bepaalde patienten, 
In boofdstuk r wordt een overzicht gegeven van de gebruikte methoden 
en materialen. De uitvoering van de immunofluorescentietechniek, waar­
bij als substraat slijmvliesepitheelcellen van menselijke wangen worden 
gebruikt, is uitvoerig beschreven. 
Het hleek dat met bepaalde sera een typische fluorescentie werd gezien 
van korreltjes in het cytoplasma van deze epitheelcellen. Op grond "an 
de lokalisatie van deze 0,5 tot 4 f.I. korreltjes, noemden wij dit 
verschijnsel perinucleaire fluorescentie (PNF). De factor in het patienten­
serum die kennelijk verantwoordelijk was voor het tot stand komen van 
deze reactie werd antiperinucleaire factor (APF) genoemd. 
De reproduceerbaarheid van de methode is, in onze handen, volledig. 
In hoofdstuk II wordt het voorkomen van de antiperinucleaire factor in 
sera van verschillende groepen patienten en controlepersonen beschre­
'len. Het bleek dat de factor speciaal voorkomt bij patienten met reuma­
toide artritis en wel in ongeveer 50° () van de gevallen (rabel I). 
Bij de andere onderzochte groepen bleek de factor niet of vrijwel niet 
voor te komen (ongeveer rOo)' Een uitzondering ,'ormen misschien 
patienten met pernicieuse anaemie en familieleden van patienten met 
reumatolde artrhis. 
In hoofdstuk III wordt het onderzoek beschreven dat werd verricht om 
een mogelijk verband aan te tonen tussen het bezit van de antiperinu­
cleaire factor en het geslacht of de leeftijd van de reumapatienten of met 
het bezit van reumatoide noduli en positieve reumaserologische reacties. 
Het bleek dat het geslacht van de patient niet van inyloed was op het 
aanwezig zijn van de factor. Boyendien bleek de antiperinucleaire factor 
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e\'Cnredig yerdeeld te oyer de \-erschillcncle leeftijdsgroepcn. Er 
bleck een duidclijk \~erband te bestaan tusscn het zijn nn de 
antiperinucleaire factor enerzijds en de aanwezighcid yan rCLlmatolde 
noduli en van positieye reumareacties anderzijds. 
Dc antiperinucleaire factor bleek bij patienten met noduli yaker aan~ 
wezig te ziin dan de reumafaetoren. 
De reeels uit de literanmr bekcnde positie\~e enrrelatie tllssen de aan· 
wczigheid yan l1'lduli en her p()si tief zijn yan de serologische rellma­
rcaeties kon worden ben~srigd. 
In hoofdstuk n' wordt het onderzoek naar de aard \-an de antiperinu­
cleaire factor bcsehreycn. Cit dc experimcnten bleek dat waarsehijnlijk 
een reiMid thermnstabiele tactor "an eot11picmetH nlOr her tOt stand 
I.;om<:n yan de reaetie tussen de antiperinucleaire factor en de intracellu­
laire granula noodzakelijk was. 
Na een kort overzicht over de verschillende im111unoglobulines wortlt 
dat gedeelte \'an het onderzoek bcschreTn, dar betrekking beeft op hct 
\'illden yan die eiwitfractie waarin de acti\-iteit \-an de antiperinucleaire 
factor kan worden aangewond. 
'Blokkade'-proeven met specificize antisera tegen de \-er~chillende im­
munoglobulines, nl. een anti-'(C-, anti'I'.\.- en een anti-'::u-globuline-serum 
\vezen op de mogelijkheid dat de ondeuoehte activiteit in sommige sera in 
aile drie, in andere sera in de '(<;- of '(11-immunoglobulines aanwezig \vas. 
Op dezelfde wijze als met de 'blokkade'-proeycn kon met de in dit 
hoofdstuk beschre-en 'three-laycr'~tecbniek de yerdeling \-an de actiy!· 
teit van de antiperinucleaire factor in de \'erschillende immunoglubulines 
worden aangetoond. Deze yerdcling kon \-erYolgens ,veer worden be­
yestigd door proe','en met geconj ugeerde specifidze antisera tegen de 
drie immunoglobulines. Enkele sera gayen een kende yerdeling 
ten opzichre \-an het 'three-laITr'-onderzoek. Een \~erklaring hebben we 
hien-o;)r niet. 
De gegeyens wijzen er op dat de acti,-iteit ,-an de antiperi­
nuc1eaire factor in cen of meer van de immunoglobuline fracries '{I;, '(\. 
enot' ;51 kan zijn gelokaliseerd. 
In hoofdstuk \ wordt het onderzoek naar het \~()orkomen en de aard van 
de intracellulairc granuh l);:;~chreyen. 
lTet hleek dat de peril1ucleaire tluorescentie korrelties aileen 
werden gcvonden in ke wangslijmdiesepitheclcellen en niet in 
een groot aantal andere onderzochte cellen en weefsels, zoals menseliike 
vagina epitheelcellen, kraakbeen- of smoda-weefsel, elierliike wangepit­
heelccllen, lever-, nier- en schildklier- of bijnienveetsel. 
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De mogelijkheden dat de granula ult imraccllulaire structuren of uit 
micro-organismen bestaan werden bcsproken. Een "an de mogelijkheden 
was dat de granula de zg. keratoh\'aline granula Louden zijn. Verder 
zouden het 1\-5050men kunnen zijn of eyentueel pleuropneumonie-achtige 
orgamsmen. 
Vonr geen "an deze drie mogelijkbcden werd een bewijs gevonden. 
De korreltjes zijn basofiel, gramnegatief, ze bevatten fosfo- of gl~To­
lipoIden en mogelijk ook Lure mucopolysacchariden. Ze zijn Feulgen­
negatief en kleuren niet met methdgroen pyronine. Na Rl'\ .\se en ON:\5e 
behandeling blijft de fluorescemie aanwezig. Er Lijn oyereenkomsten in 
kleurreactie tmsen de granula en PPLO. ,\an de eyemuele identiLeit met 
PPLO en l!'sosomen worden in hoofdstuk n nog enige beschouwingen 
gewijd. 
In hoofdstuk n worden enkele pathogenetische aspecten ,-an de reuma­
wide artriti, besproken en de mogelijh: betekenis hierbij van de anti­
perinucleaire factor. 
Een oyerzicht wordt gegeyen van enkele antistoffen die bij de reuma­
wIde artritis zijn beschre\"en en die Louden kunnen ,vijzen op een auto­
immuun genese van de Liekte, zoals de reumafactoren, de antikernfac­
toren en antistoffen tegen andere celclementen dan de kernen. Vervolgens 
wordt, na een kort overzicht m-er de I\"sosornen, waarscbijnlijk gemaakt 
dat de voor de perinucleaire fiuorescentic verantwoordelijke korrels 
niet idemiek "jjn aan de zure fosfatase bevattende lysosomen. De m0t!e­
lijkheid blijft aanwezig dat ze m-ereenkomen met ;.:g. 'residual bodies'. 
De gedachtc dat de granuh O\'ereen zouden komen met PPLO kon 
niet worden bewezen. Hoewd de sera die met verschillende PPLO 
stammen reageerden ook vrijwcl aUe de antijlerinucleaire factor bezaten, 
bleek dat specifieke antisera tegen PPL() geen jlerinucleaire fluorescentie 
gaven. De a'mwezigheid van identieke substanties in de granula en de 
PPLO is echter niet uitgesloten. 
In honfdstuk \'II \'lordt de betekenis van de antiperinucleaire factor 
besproken. Voor de diagnostiek \'an reumatolde artritis is onderzoek 
naar de aanwezigheid van de antiperinucleaire factor van belang geLien 
de grote mate van specificiteit van de factor "oor deze ziekte, terwijl ook 
het voorkomen van de factor in sornmige ge\'allen bij patienten met 
overigens negatieye reumareacties de diagnose reumatoide artritis met 
meer zekerheid kan doen stellen. De groep sero-negatieve reumatolde 
artritis patient en wordt op deLe wijze \Trkleind. 
De betekenis van de antiperinucleaire factor voor het inLicht in de 
pathogenese \"an reumatolde anriti, bJijft onderwerp ,"oor speculaties. 
SUMMARY 
In this thesis an investigation of the nature and the incidence of a new 
serum factor discovered in certain patients is reported. 
In chapter I the techniques are described. The indirect immunofluores­
cence method introduced by Coons was applied to human sera, using 
fresh unfixed human buccal epithelial cells as the substrate and con­
jugated rabbit antihuman globulin. 
Sera of some patients gave a brilliant fluorescence of cytoplasmic 
particles with a size of 0,5-4 [.i., lying around the nuclei. This character­
istic speckled picture was described as perinuclear fluorescence (PNF). 
The serum factor responsible for this phenomenon, which was entirely 
reproducible in our hands, was called antiperinuclear factor (APF). 
In chapter II the incidence of the anti perinuclear factor in variolls groups 
of patients and control groups is reported. 
The results are summarized in table 1. 
Nearly all of the sera containing this factor had been obtained from 
patients suffering from rheumatoid arthritis. About half of the rheuma­
toid arthritis patients were found to have this factor in their serum, while 
it was detected in about one percent of the other investigated groups. 
Patients suffering from Addisonian pernicious anemia and relatives of 
rheumatoid arthritis patients however possibly have the factor in a some­
what higher percentage (3-6° 
In chapter III the results are described of a search for possible corre­
lations between the occurence of the antiperinuclear factor in rheumatoid 
arthritis patients and certain clinical and laboratory features of the disease. 
The anti perinuclear factor was distributed equally between males and 
females and also between the difFerent age groups. A clearly positive 
correlation was established between the presence of the antiperinuclear 
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TABLE 1. The occurrence of the anti perinuclear factor in sera from dit'"erent patient- and 
control groups. 
Sera from patients \\"ith: ]\0. of sera ).;0. APF positive 
l. rheumatoid arthritis (Groningen) lOS 
2" ankylosing spondylitis 54 
3" systemic lupus erythematosus 12 
4" rheumatic fe\'cr 10 
5, degenerative joint discase 21 
6, psoriatic arthritis 
7· prima!\' macroglobulinemia (, 
8. gamma A-myeloma 
-+ 
9· gamma G-nweloma 8 
10. scleroderma IO 
II. Sjogren's Syndn nne 
12. Reiter's Syndrome 
'3· pernicious anen,la \0 
2 rheumatoid arthritis (;\msterdam) 248 113 
1. atypical virus pneumonia lOt 
(posit. coldagglutinins) 
2. thyroid disorders 
(posit. thyroid antibodies) ,6 
3· diabetes mellitus 
(negat. thyroid antibodies) 97 
4 active pulmonan' tuberculosis 100 
population Schicrm(>I1nik, ",g 43 1 
6 elderly people 196 
., reladves of RA patients 695 24 (8)' 
numbers of sera in parenthesis \\ere dcri\cd from persons also ha \'ing rbeumatoid artbritis. 
factor and that of rheumatoid (RA) factors and of rheumatoid nodules. 
In patients with these nodules the APf was found more often than the 
RA factors. 
Chapter IV consists of a report concerning the nature of the antiperi­
nuclear tactor. The results obtained that a relatively heat -resistant 
component of the serum complement is required for the reaction between 
the antiperinuclear factor and the intracellular granules. 
Blocking experiments showed that the activity of the anti perinuclear 
factor could be in the three immunoglobulin fractions IgG IgA and Ig11 . 
This was confirmed by applving a three layer technique (B,\R"iETT c.s., 
1964) as well as by the use of conjugated antisera with specific affinity for 
the immunoglobulin tranions. Some of [he anti perinuclear positiye sera 
gaye different results in the different procedures. At an ex­
planation cannot be for this. 
The available data ho\veyer indicate that anti perinuclear factor ac­
tivitv mav be 111 one or l11'ne of the three inyestigated im­
munoglobulin fractions. 
In chapter \" studies ab:mt the nature of the intracellular granules in the 
human buccal epithelium invoked in the immunofluorescence phenome­
non are reported. Perinuclear fluorescence could be detected onh when 
the substrate consisted of human buccal mucosal cells. \vith other cells 
of human or animal origin this type of tluorescence did not occur. \ve 
used: human vaginal epithelial smears, Imman cartilage and synoyial 
sections and sections from rh'C'umatoid nodules. Further were used dog-, 
rabbit- and guinea buccal mucosal epithelial kidne\'-, liYer-, 
stomach sections and buccal mucmal epithelial smears from -"lacacus 
Rhesus. 
Three hypotheses about the nature of the granules showing 
fluorescence were considered: these bodies could be keratoh\"aline granu­
pleuropneumonia-like organisms (PPLO or mycoplasma) or 
somes. Detinitiyc e\~idence in fanH of am of these was not 
obtained. The which are basophilic, contail1 ph05pho- or 
lipids and possibly al-;o acid muco-polYsaccharides. In stained prepa­
rations they do not take up Gram's stain. Tl1e\' are Feulgen-negati\'e and 
do not stain with meth:"lgreenpyronine. The granules are resistant to 
treatment with desoxnibonuclease and ribonuclease. There are similar­
ities in staining characteristics benycen the granules and mrcoplasma. 
r11 chapter \'I some aspects of the pathogenesis ot' rheumatoid arthritis, 
especially the relationship of the a:1tiperinuclcar factor to tbe deyelop­
ment of th<.: disease, are discussed. 
The OCC,lrence of the \'arious other humoral antibodies commonh' 
associated with this disease such as the RA factors, antinuclear factors 
and antibodies cellular constituents other than nuclei are also 
mentioned. 
A brief re\,iew of the nature of the h-sosumes and their possible signifi­
cance in rheumatoid arthritis is gh"en. 
Though it \vas established that the for the PNF 
phenomenon do not contain acid phosphatase and are therefore not 
identical with lysosomes, the possibi[jn' that these granules are similar 
to the 'residual bodies' has not been excluded. 
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It was not possible to identit\- the granules as a m\"coplasma, e,'en 
though nearly all of the im-estigated R'\ sera reacting \vith nrious PPLO 
strains gaye perinuclear fluorescence. 
The presence of antigenicalh- related compounds in both PPLO and 
the granules has not been excluded. 
rn chapter UI the significance of the antiperinuclear factor is discussed. 
The demonstration of its presence has diagnostic ,'alue, because of the 
high of specificit\" of this antiboch for rheumatoid arthritis. 
The finding of the perinuclear fluorescence is especialh" useful when 
one deals \vith patients with rheumatoid arthritis who lack the RA­
factors. The 'seronegati,-e group' is therefore decreased. 
\X'hile the detection of the antiperinuclear factor is of practical Yalue, 
the theoretical significance of the phenomenon is at present onl:- a subject 
for speculation. 
